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D97N 突变 对 光 受 体 和 蛋白 古 紫 AFRA 
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摘要 ”十 紫 质 4(Archaerhodopsin 4, aR4) 是 新 近 发 现 的 十 生 菌 Halobacterium species xz515 红 
膜 上 唯一 的 光敏 视 黄 醛 蛋 白 ， 具 有 和 细菌 视 柴 红 质 (Bacteriorhodopsin, bR)48 4 65 RF RA 
能 ， 但 在 中 性 pH 条 件 下 ， 其 质子 释放 和 摄取 顺序 与 bR 相反 。 针 对 质子 供 体 天 冬 氨 酸 
97(Aspartic acid 97, D97) 对 aR4 光 循 环 、 特 别 是 对 质子 释放 摄取 顺序 和 菌株 ATP 生成 率 的 影 
响 , 采 用 基因 定点 突变 技术 ,构建 了 aR4 的 单 突变 体 D97N, 以 及 相对 应 的 bR 单 突变 体 D96N。 
采用 紫外 -可 见 吸收 光谱 和 闪光 动力 学 光谱 技术 初步 研究 突变 对 视 黄 醛 键 合 区 、 光 反应 中 间 
SMEO, AIRAA AAAY ATP 生成 率 的 影响 。 结 果 表明 ，D97N 突变 对 视 黄 醛 
紫外 -可 见 光 吸收 波长 没有 大 大 影响 ,但 造成 M 态 豪 减 时 间 的 显著 延长 、 质 子 泵 功能 的 消失 
以 及 菌株 ATP 的 生成 率 大 幅 降 低 。 与 bR 中 的 D96 作用 相 比 ，D97 对 aR4 质子 功能 的 影响 
有 所 不 同 ， 这 可 能 与 D97 所 处 的 一 个 更 为 芍 水 性 的 胞 外 侧 环 境 有 关 。 

关键 词 古 紫 质 4 单 点 突变 光 循 环 中 间 态 RFR RLAR O7 

中 图 分 类 号 Qo3 


细菌 类 视 紫 红 质 是 一 类 含有 七 个 o- 跨 膜 螺旋 和 一 分 子 的 视 黄 醛 辅 基 的 光敏 
Sk a A, EAHA T XX ZL. Ui (Bacteriorhodopsin, bR., Th Wi 
(Archaerhodopsin, aR)J240、 盐 细菌 视 紫红 质 (Halorhodospin, hRJG5、 感 觉 视 紫红 质 


(Sensory rhodopsin, SRJI、 变 形 菌 视 紫 红 质 (Proteorhodopsin, pPRJD。 细 菌 类 视 紫 
红 质 的 应 用 十 分 广泛 ,根据 功能 可 以 分 为 质子 泵 、 氧 离子 和 汞 、 阳 离子 通道 和 光 传 
感 器 等 四 。aR、bR 和 pR 是 质子 泵 蛋白 中 的 主要 成 员 ， 在 光照 条 件 下 可 以 经 历 一 
系列 的 光 循 环 中 间 态 、 并 伴随 着 质子 的 传递 ， 最 终 实 现 ATP 的 合成 。 

本 文 研究 的 古 紫 质 4(Archaerhodopsin-4, aR4) 是 在 我 国 西藏 扎 北 湖 中 嗜 盐 菌 
上 发 现 的 一 种 具有 光驱 质子 泵 功能 的 受 体 蛋 白 , 并 以 三 聚 体 的 二 维 六 方 唱 格 形式 
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存在 于 细胞 膜 上 外 。aR4 与 bR 的 同 源 性 为 59%， 主 要 的 关键 性 残 基 都 相同 ， 但 
质子 传输 的 摄取 和 释放 顺序 却 是 相反 的 00， 将 两 种 蛋白 进行 对 比 研究 ， 对 揭示 
aR4 的 光 循环 和 质子 泵 机 理 具 有 重要 意义 。 

在 光照 条 件 下 ，bR 内 的 视 黄 醛 辅 基 发 生 光 致 异 构 ， 从 而 引发 蛋白 结构 发 生 
一 系列 变化 ， 在 经 历 了 KK、L、M、N、O 等 中 间 态 后 回 到 基态 ， 并 伴随 着 质子 
的 释放 与 摄取 ， 形 成 质子 梯度 促使 ATP 酶 将 ADP 合成 ATP， 供 给 生命 体 活 动 所 
需 能 量 山 。 蛋 白光 循环 中 的 质子 传递 主要 依靠 蛋白 中 的 一 些 关 键 氨 基 酸 残 基 和 水 
分 子 来 完成 的 ， 其 中 包括 通道 上 的 质子 受 体 D85、 质 子供 体 D96， 以 及 胞 外 侧 结 
构 域 的 质子 释放 基 团 E194 和 E204 等 。 

本 文采 用 基因 工程 定点 突变 技术 , 将 bR 中 的 质子 供 体 D96 和 aR4 中 对 应 位 
点 的 D97 进行 单 点 突变 并 在 L33 菌株 进行 异 源 表达 ， 成 功 构建 出 了 D96ND33-bR 
和 DOTN'3-aR4 突变 体 。 通 过 光谱 学 分 析 , 研究 了 D97N 所 引起 的 aR4 动力 学 行 
为 的 改变 ， 从 而 了 解 D97 在 质子 传递 过 程 中 的 作用 以 及 对 光 循环 的 影响 。 


1 材料 与 方法 
1.1 材料 
1.1.1 菌株 与 质粒 

实验 所 用 bR 表达 缺陷 型 菌株 Halobacterium species L33 和 aR4 "Ë th 
Halobacterium species xz515 均 由 复旦 大 学 丁 建 东 教授 惠 赠 。 
1.1.2 酶 和 试剂 

T4DNA 连接 酶 、TaqDNA RAME, PyrDNA RA DNA BEI. RNA 酶 、 
限制 性 内 切 酶 BamH I 和 HindIII, DNA 和 和 蛋白质 的 分 子 量 标记 均 购 于 TaKaRa 
公司 ; 四 环 素 购 于 上 海 生 物 工程 技术 服务 公司 ; PEG-600 Ur 3T Sigma 
AH]; DNA 回收 试剂 盒 购 于 MBI 公司 ; ATP 试剂 购 于 更 云天 公司 。 


1.1.3 ES AS 


1) 蛋白 腑 液体 培养 基 (PM) 1L: NaCl 250 g, MgSO4-7H20 20 g, 柠 榜 酸 钠 3 g, 
KCI 2 g, CaCl20.2 g, Oxoid L37 10 g, pH 7.4 

2) 再 生 液体 培养 基 1L: PM 培养 基 中 加 入 1599 HHA 50 mM Tris-HCl, pH 7.2 

3) 再 生 半 固体 培养 基 则 是 在 再 生 液体 培养 基 中 加 入 0.6% 琼 脂 

4) 再 生 固体 培养 基 是 在 再 生 液体 培养 基 中 加 入 1.2% 的 琼脂 
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5) 原生 质 形成 液 : 15%iEHE, 2M NaCl, 27 mM KC1，50 mM Tris-HCl, pH 8.8 
1.2 方法 
1.2.1 PCR 引物 设计 
采用 PCR 进行 gop 和 ar4 基因 的 定点 突变 ，PCR 反应 使 用 的 引物 如 下 : 
表 1 引物 序列 


Tablel Primers used for amplification 


gene Primer name Primer sequence (5’-3’) 
bop P1 5'-CGGGATCCGACGTGAAGATGGGG-3' 
bop P2 5'-GCCAAGCTTCTAGATCAGTCGCTG -3' 
P3 5'-GTTAAACCTCGCGTTGCTCGTTGACG-3' 
D96N'?-bR 
P4 5'-CGTCAACGAGCAACGCGAGGTTTAAC-3' 
P5 5'-CTGCTGCTCAACCTCGCCC-3' 
D97N'?-aRA 
P6 5'-GGGCGAGGTTGAGCAGCAG-3' 


1.22 单 突 变 bop/ar4 基因 的 重组 克隆 和 表达 载体 的 构建 

以 质粒 pUC19-bop 为 模板 ， 分 别 用 引物 P1 和 PA 扩 增 出 小 片段 S1， 用 引物 
P2 和 P3 扩 增 出 小 片段 S2; 以 质粒 pUC19-ar4 为 模版 ， 分 别 用 引物 P1 和 P6 1^ 
增 出 小 片段 S3 ,用 引物 P2 和 了 P5 扩 增 出 小 片段 S4。 反 应 条 件 为 :95C 预 变性 5 min, 
94°C 1 min, 55°C 30s, 72°C 1 min, 30 MIEI, 72°C 5 min, 12°C forever; 以 
SI. S2 作 模 板 ，P1 和 P2 为 引物 扩 增 出 全 长 的 D96N-bop 突变 基因 ; 以 S3、S4 
作 模 板 ，P1 和 P2 为 引物 扩 增 出 全 长 的 D97N-ar4 突变 基因 。 将 克隆 的 D96N-bop 
和 D97N-ar4 突变 基因 与 pUC19 用 BamHI 、HindII 双 酶 切 并 连接 ， 之 后 转化 
E.coli Top10 并 用 终 浓度 为 60 mg/L 氮 休 青霉素 的 LB OP Iz BAER EF HE 
步 用 PCR 和 双 酶 切 鉴 定 ， 所 获得 重组 克隆 载体 命名 为 pUC19-D96N-bop 以 及 
pUC19-D97N-ar4， 送 上 海 铂 尚 生物 技术 有 限 公司 测序 。 将 测序 正确 的 D96N-bop 
和 D97N-ar4 基因 亚 克 隆 入 穿梭 表达 载体 pXL-NovR, 转化 大 肠 杆 菌 DHIOb 并 用 
终 浓度 50 mg/L 四 环 素 的 LB PA ii BA PE AY, PCR 和 双 酶 切 鉴 定 阳性 转化 子 ， 
重组 表达 载体 命名 为 pNor-D96N-bop 和 pNor-D97N-ar4 . 
1.2.3 ob Bj [e] UR c fn f e 

UE S ARTES CRO, 稍 作 改 进 的 方法 如 下 : f 2% 的 接种 量 将 L33 
细胞 接种 于 PM 培养 基 中 活化 培养 至 0Dss 为 1.0~1.5， 取 2 ml 培养 物 离心 ， 依 
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次 加 入 200 ul 原生 质 体形 成 液 和 20 ul 0.5 mM EDTA, 室温 静 置 5 min。 将 1~10 ug 
的 表达 质粒 与 200 hl 原生 质 体 混合 ， 总 体积 不 超过 220 ul; 另 取 200 wl 原生 质 
体 与 20 ul 无 菌 水 混合 作 空 白 对 照 ， 室 温 放置 20 min。 加 入 220 ul 过 滤 除 菌 的 
PEG-600 混 匀 ， 室 温 静 置 20 min. WA 1 ml 再 生 液体 培养 基 ， 混 匀 后 离心 ， 再 
加 入 1 ml 再 生 液 体 培养 基 轻 轻 悬 浮 ， 于 37 'C 培 养 箱 中 静 置 培养 12 小 时 。 次 日 ， 
将 培养 液 与 10~15 ml 含 新 生 霉 素 的 再 生 半 固体 培养 基 混 合 ， 铺 在 含有 同样 浓度 
新 生 霉 素 的 再 生 固体 培养 基 平板 上 ， 于 37 C 避 光 培 养 ， 当 出 现 菌落 后 ， 光 照 培 
Fo MAKER. 
1.2.4 蛋白 的 表达 与 纯化 

挑 取 紫 色 单 菌落 于 5 ml GARTER ANY PM 培养 基 中 ，37 C6, 210 rpm 
培养 至 对 数 期 , 2% 的 接种 量 扩大 培养 ,最终 培养 体积 为 1 L，8000 rpm 离心 收集 
菌 体 , 蛋白 纯化 参照 文献 帆 , 将 获得 的 蛋白 分 别 命名 为 RCH33-aR4、D97NL33-aR4、 
RC!33-bR. D96N"33-bR(RC, Recombinant). 蛋白 纯化 后 采用 SDS-PAGE 进行 分 析 ， 
用 Bradford 法 测定 蛋白 质 浓 度 。 
1.2.5 紫外 -可 见 光 扫 谱 

取 适 量 的 蛋白 样品 悬浮 加 入 pH 为 7.0 的 缓冲 溶液 (100 mM NaCl, 20 mM KCI, 
0.025% (w/v) NaN3)， 使 用 紫外 -可 见 光 分 光 光 度 仪 (T6 新 世纪 ) 对 纯化 后 蛋白 进行 
紫外 -可 见 光 吸收 光谱 的 测定 
1.2.6 闪光 动力 学 光谱 

采用 自制 的 动力 学 光谱 仪 也 称 为 闪光 光 谱 仪 测量 样品 的 光 循 环 中 间 态 。 使 用 
照相 机 闪光 灯 作 为 激发 光源 ， 测 量 光 由 贞 钨 灯 提 供 ， 垂 直 于 激发 光 。 测 量 M 中 
间 态 的 形成 与 衰减 对 应 于 412 nm 处 的 吸收 变化 ，O 中 间 态 的 形成 与 衰减 对 应 于 
660 nm 处 的 吸收 变化 。 所 有 和 蛋白 样品 悬浮 在 绥 冲 溶液 中 (100 mM NaCl, 20 mM 
KCI, 0.025% (w/v) NaNs, pH 7.0)， 测 量 时 样品 均 处 于 光 适 应 状态 ， 所 有 实验 均 在 
室温 下 进行 。 
1.2.7 质子 泵 功能 的 检测 

当 和 蛋白 泵 出 质子 , 并且 还 未 从 溶液 中 获取 质子 时 ,溶液 会 瞬间 酸化 ， 而 这 一 
变化 可 以 通过 使 用 染料 pyranine 加 以 观测 。 染 料 在 456 nm 处 对 pH 灵敏 度 最 高 ， 
因此 和 蛋白 样品 的 质子 提取 与 释放 过 程 则 利用 敏感 的 pyranine 染料 在 456 nm 处 的 
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吸收 变化 来 指示 : 样品 加 pyranine 后 测量 信号 与 不 加 pyranine 的 空白 信号 的 差 谱 
在 456nm 处 吸收 的 增加 对 应 于 膜 蛋白 质子 的 提取 ， 而 吸收 的 减少 则 反映 了 质子 
的 释放 00。 所 有 样品 均 处 于 光 适 应 状态 ， 介 质 环 境 为 pH 7 的 100 mM NaCl, 20 
mM KCI 缓冲 溶液 ， 所 有 测量 都 在 室温 下 进行 。 
1.2.8 ATP 的 测定 

ATP 标准 曲线 的 测定 按照 ATP 试剂 盒 上 的 步骤 进行 测定 。 样 品 测定 的 方法 
A: 竺 菌株 长 到 平台 期 时 ， 将 所 有 待 测 菌 液 调节 ODkeo=0.2， 用 离心 管 离心 沉 演 
细胞 (4000 g, 10 min)， 弃 上 清 ， 轻 轻 弹 散 细 胞 。 然 后 加 入 200 pl 裂解 液 裂解 细 
胞 ， 裂 解 后 离心 4 "C，12000 g，5 min)， 取 上 清 置 于 冰 上 ， 用 于 后 续 的 测定 。 使 
用 微量 移 液 器 一 次 性 的 将 100 pl 的 ATP 检测 工作 液 加 入 到 检测 孔 中 ， 室 温 放置 
3-5min 后 加 入 20 pl 待 测 样品 ， 迅 速 用 微量 移 液 器 混 匀 ， 使 用 多 功能 酶 标 仪 
(SpectraMax M5/Mse, IRIS II XSP) 测 定 RLU 值 。 空 白 对 照 为 100 u 检测 工作 液 
内 加 入 20 pl 细胞 裂解 液 。 


2 结果 讨论 
2.1 aR4 和 bR 氨基 酸 序 列 比 对 

aR4 和 bR 氨基 酸 序 列 比 对 分 析 结 果 如 图 1 所 示 , 两 者 序列 的 同 源 性 为 59%。 
红色 标注 为 质子 传输 通道 和 视 黄 醛 键 合 区 内 相同 的 保守 性 关键 残 基 , 蓝 色 标注 是 
视 黄 醛 键 合 区 内 唯一 不 同 的 残 基 。 


bR 1 QAOITGRPEWIWLALGTALMGLGTLYFLVKGMGVSDPDAKKFYAITTLVPAIAFTMYLSM 60 


aR4 1 DLLGDGRPETLWLGIGTLLMIIGTFYFIAQGWGVTDKEAREYYAITILVPGIASAAYLAM 60 
kkkk kk RR RR SRR RR k kkk :kııkkkk kkk RR 交大 :大 


85/86 89 96 
bR 61 LLGYGLTMVPFG-GEQNPIYWARYADWLFTTPLLLLDLALLVDADQGTILALVGADGIMI 118 


aR4 61 FFGIGVTEVELASGAVLDIYYARYADWLFTTPLLLLDLALLAKVDRVSIGTLIGVDAIMI 119 
ix kik ko, ok Jk HI RIKI RRR IRR RIKER | k: X skk kk 


bR 119 GIGLVGALTKVYSYRFVWWAISTAAMLYILYVLFFGFTSKAESMRPEVASTFKVLRNVIV 178 
aR4 120 VTGLIGALSKTPLARYTWWLFSTIAFLFVLYYLLTSLRSAAAQRSEEVQSTFNTLTALVA 179 
RK KKK, ki kk ikk ec ee X* * o. ** kkk: * 7 


182185 194 204 212 216 
bR 179 VLWSAYPVVWLIGSEGAGIVPLNIETLLFMVLDVSAKVGFGLILLRSRAIFGEAEAPEPS 238 
aR4 180 VLWTAYPILWIVGTEGAGVVGLGVETLAFMVLDVTAKVGFGFALLRSRAILGETEAPEPS 239 
tS ee ee ee ee 


bR 239 AGDGAAATSD 248 P02945 BACR HALSA 
aR4 240 AGT------- 243 Q9HH34 Q9HH34 HALSI 


1 bR 和 aR4 基因 氨基酸 序列 比 对 


Figure 1 Amino acid sequence alignments of bR and aR4 
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2.2 SDS-PAGE 电泳 检测 

纯化 后 的 蛋白 SDS-PAGE 电泳 检测 结果 如 图 2 所 示 。 可 以 看 出 , D97NU?-aRA 
和 DO6NU?-bR 的 分 子 量 大 小 均 为 26 kDa， 与 重组 野生 型 bR 和 aR4 的 分 子 量 一 
致 ， 说 明和 蛋白 己 成 功 在 L33 中 表达 。 


* 
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图 2 重组 bR 和 aR4 HAR SDS-PAGE 电泳 分 析 
Figure 2 SDS-PAGE electrophoresis of the recombinant bR and aR4 


2. 3 紫外 -可 见 吸收 光谱 

RCI33-aR4、D97NL33-aR4、RCL33-bR 和 D96NIL33-bR 光 适 应 条 件 下 的 紫外 -可 
见 光谱 如 图 3 所 示 。 可 以 看 出 , 突变 体 最 大 吸收 波长 与 相对 应 的 重组 野生 型 蛋白 
相 比 并 未 发 生 明 显 位 移 ， 分 别 位 于 550 nm. 548 nm. 568 nm 和 567 nm. 

TE bR 蛋白 中 D96 到 视 黄 醛 希 夫 碱 的 距离 约 为 10 RIAI, REITEN E 
外 -可 见 光 谱 最 大 吸收 波长 没有 造成 太 大 的 影响 (31。 类 比 bR ,我 们 初步 判断 在 aR4 
中 D97 到 视 黄 醛 的 距离 可 能 与 bR 蛋白 中 D96 到 视 黄 醛 希 夫 碱 的 距离 相近 ， 
此 并 未 引起 视 黄 醛 吸收 波长 的 显著 变化 。 
2. 4 闪光 动力 学 光谱 

所 有 的 蛋白 样品 基 浮 在 缓冲 溶液 中 (100 mM NaCl, 20 mM KCI, 0.025% w/v 
NaN3, pH 7.0), 在 室温 下 测定 蛋白 的 光 循 环 中 间 态 , 如 图 4 所 示 。 由 图 可 以 看 出 : 
1) D97NP?-aR4 突变 不 但 造成 了 M 态 信号 的 减弱 ， 而 且 造 成 了 M 态 衰减 时 间 的 
延长 ， 是 D96NU-bR 突变 衰减 时 间 的 两 倍 ; 
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图 3 重组 bR 和 aR4 蛋白 的 紫外 -可 见 光 吸 收 光谱 
Figure 3 UV-VIS absorption spectra of the recombinant bR and aR4 

2) 与 野生 型 相 比 ，aR4 的 D97N 突变 并 未 造成 其 O 态 形 成 时 间 和 衰减 时 间 的 显 
著 变化 ， 然 而 bR 的 DION 突变 却 造成 了 其 O 态 的 消失 。 

bR 中 D96N 突变 造成 其 M 态 衰减 延长 主要 是 因为 M 一 N 的 转变 过 程 中 希 夫 
碱 的 重新 质子 化 受阻 引起 的 。 因 为 突变 造成 凑 基 的 消失 , 很 大 程度 地 增加 了 希 夫 
碱 获取 质子 的 难度 。 在 aR4 中 ，D97N 的 突变 使 得 M 态 的 衰减 延迟 更 加 明显 ， 我 
们 推测 有 可 能 是 D97 到 和 希 夫 碱 的 质子 传输 通道 上 的 介质 环境 更 加 朴 水 ， 阻 碍 了 
希 夫 碱 从 胞 内 侧 获取 质子 的 进程 ， 最 终 导 致 光 循 环 中 间 态 M 态 衰减 的 延长 。 而 
这 一 差异 是 否 与 aR4 中 的 第 146 位 残 基 为 更 为 琉 水 性 的 茶 丙 氨 酸 有 关 需 要 进 一 
步 深 入 研究 。 

bR 的 D96N 突变 造成 其 O 态 的 消失 主要 是 因为 希 夫 碱 的 再 质子 化 受阻 ，M 
态 延 长 使 N 态 和 0 态 形成 变 得 更 加 困难 鸣 。 然 而 ，aR4 中 的 D97N 突变 造成 M 
态 的 延长 并 没有 对 O 态 的 形成 和 衰减 构成 影响 ， 我 们 推测 这 有 可 能 是 由 于 aR4 
和 bR 两 种 蛋白 的 质子 摄取 与 释放 顺序 不 同 从 而 导致 蛋白 光 循环 中 间 态 出 现 顺序 
不 同 。aR4 光 循 环 中 的 O 态 有 可 能 是 先 于 M 态 生 成 ,因此 在 aR4 蛋白 中 M 态 的 
延长 对 O 态 没 有 影响 。 
2.5 质子 泵 功能 测定 

所 有 的 蛋白 样品 悬浮 在 缓冲 溶液 中 (100 mM NaCl, 20 mM KCI, 0.025% w/v 
NaN3, pH 7.0)， 在 室温 下 测定 野生 型 和 突变 体 的 质子 泵 ， 结 果 如 图 5 所 示 。aR4 
与 bR 蛋白 的 质子 泵 相 比 ， 两 者 质子 泵 动力 学 行为 完全 相反 ， 并 且 aR4 是 一 个 弱 
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图 4 EH bR fil aRA 蛋白 的 闪光 动力 学 图 谱 
Figure 4 Light-induced transient absorption changes of M and O states at 410nm and 660nm, 
respectively for the recombinant bR and aR4 
(a-d) M state curves of RC'*3-aR4, D97NU?-aR4, RC™3-bR and D96NU?-bR 
(e-h) O state curves of RC'*?-aR4, D97NI33-aR4, RCU?-bR and D96NU?-bR 
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质子 隶 ， 和 蛋白 受到 光 刺 激 后 会 先 吸 收 质 子 随后 释放 质子 ，D97N 突变 造成 了 aR4 
质子 稍 功 能 几乎 丧失 ， 而 D96N 突变 使 得 DR 质子 吸收 和 释放 速度 减缓 ， 但 并 没 
有 造成 其 质子 泵 功能 的 丧失 。 

bR 的 D96N 突变 使 得 希 夫 碱 无 法 从 D96 获取 质子 ， 而 是 从 胞 外 直接 获取 质 
子 ， 这 种 获取 质子 的 方式 受 外 界 环境 pH 的 影响 较 大 051。 而 aR4 中 D97 的 突变 
使 得 其 质子 泵 功能 消失 , 我 们 初步 判断 是 由 于 和 希 夫 碱 所 处 的 玻 水 环境 ， 阻 碍 了 任 
何 一 条 获取 质子 的 途径 ， 从 而 导致 重 白质 子 泵 功能 丧失 。 
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图 5 EH bR 和 aR4 蛋白 的 质子 泵 功能 检测 
Figure $ Proton pump function assay for the recombinant bR and aR4 
(a) RCU?-aRA; (b) D97NU?-aRA mutant; (c) RCI33-bR; and (d) D96N"3-bR mutant 


2. 6 ATP 检测 

对 于 膜 上 存在 bR 和 aR4 KAMARA OR, 一 方面 可 以 通 
过 氧化 磷酸 化 产生 ATP， 男 一 方面 可 以 利用 光 能 产生 质子 梯度 ， 从 而 促使 ATP 
酶 将 ADP 转化 为 ATPI'I。 任 何 结 构 上 的 改变 可 以 影响 光驱 动 质子 泵 蛋白 的 质子 
泵 功能 ， 进 而 影响 其 光合 磷酸 化 的 效率 。 因 此 ， 通 过 ATP 生成 率 的 测定 可 以 有 反 
向 推测 关键 残 基 对 蛋白 结构 的 影响 。 利 用 已 知 浓度 的 ATP 溶液 对 仪器 进行 刻度 
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(图 6a)， 以 获取 浓度 的 标准 曲线 (y=0.9705x+1.6641, R?=0.9997)， 进 而 可 以 对 突变 
菌株 ATP 的 生成 率 进 行 测定 。 从 图 6b 可 以 看 出 ，D97N 突变 菌株 的 ATP 生成 效 
率 仅 为 同等 条 件 下 重组 野生 型 菌株 ATP. 生成 率 的 50% 左 右 ， 由 于 质子 泵 功能 
受 损 大 大 降低 了 菌 体 ATP 的 生成 。 

D97 是 质子 通道 上 的 关键 氨基 酸 , 承担 着 从 胞 内 侧 摄 取 质 子 的 功能 , 将 天 冬 
氨 酸 突变 为 天 冬 酰胺 增加 了 胞 内 侧 的 疏水 性 、 降 低 了 胞 内 外 质子 梯度 差 ， 从 而 削 
弱 了 aR4 的 质子 泵 功能 ,进而 导致 菌株 ATP 生成 率 的 显著 降低 。 由 此 可 以 推测 ， 
如 果 将 质子 摄取 或 释放 两 个 半 通 道上 的 一 些 氨基 酸 进行 定点 突变 , 降低 胞 内 侧 的 
玻 水 性 ， 增 加 胞 内 外 质子 梯度 差 ， 则 可 以 实现 菌株 ATP 生成 率 的 提高 ， 为 太阳 
能 的 储存 提供 一 条 新 的 途径 07。 
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图 6 重组 aR4 的 ATP 生成 率 测 定 曲线 
Figure 6 ATP formation rate curve of the recombinant aR4 
(a) Calibration of ATP concentration; (b) ATP formation rate of the recombinant aR4 


3 结论 

本 文选 择 aR4 中 的 质子 供 体 D97 进行 了 定点 突变 ， 一 方面 是 因为 类 比 其 他 
质子 泵 蛋白 , 相同 位 点 均 为 天 冬 氨 酸 , 并且 此 位 点 对 于 蛋白 的 质子 摄取 功能 影响 
很 大 。 另 一 方面 ， 本 文 将 aR4 和 bR 相同 位 点 突变 进行 对 比 研究 ， 主 要 是 因为 
D96NG3-bR 突变 体 结构 和 性 质 已 得 到 广泛 的 研究 ， 通 过 二 者 相似 性 和 差异 性 的 
对 比 ， 有 助 于 较 深入 地 认识 aR4 结构 与 功能 的 关系 。 本 研究 通过 基因 定点 突变 
的 方法 将 aR4 和 bR 上 的 相同 位 点 进行 定点 突变 , 并 实现 了 在 L33 菌株 中 重组 表 
达 ， 获 得 突变 体 D97NL33-aR4 和 D96NI33-bR 。 

通过 将 D97NI33-aR4 和 D96NUS9-bR 对 比 研 究 ， 两 个 位 点 的 突变 均 对 视 黄 醛 
的 紫外 最 大 吸收 波长 没有 明 最 影响 , 但 对 两 者 光 循环 的 影响 存在 着 很 大 差异 , E 
要 表现 为 对 光 循 环 M. AM O 态 的 影响 。D97NL33-aR4 的 突变 没有 对 O 态 造 成 显 
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著 影 响 ， 而 D96NI33-bR 突变 造成 了 O 态 的 消失 。D97N 突变 使 aR4 质子 泵 功能 
减弱 ， 菌 株 的 ATP 生成 率 降 低 了 50%， 而 D96N 突变 并 未 对 DR 的 质子 泵 功能 造 
成 显著 的 影响 。 由 此 推测 ，aR4 和 DR 从 胞 内 侧 到 希 夫 碱 的 半 通 道 结构 域 的 空间 
构象 可 能 存在 很 大 差异 ，aR4 在 此 区 域 的 介质 环境 可 能 更 加 朴 水 ， 使 得 位 于 相同 
位 置 的 D97 在 aR4 中 发 挥 着 不 同 的 功能 。 

M 态 吸收 带 峰 值 为 412 nm, 与 基态 570 nm 处 的 吸收 带 峰 值 没 有 重 琶 ,这 对 
于 信息 存储 与 处 理 方面 的 应 用 研究 意义 重大 0 , 而 这 一 应 用 能 否 实现 直接 受制 于 

M 态 的 稳定 性 长 短 ， 通 过 定点 突变 延长 M 态 的 寿命 则 为 最 常用 方法 。 本 研究 表 
Hj, D97N'3-aR4 蛋白 M 态 的 寿命 延长 为 D96N3-bR 的 两 倍 ， 因 此 具有 很 高 的 
潜在 应 用 价值 。 此外， 氨基 酸 突变 增强 蛋白 质子 泵 功能 以 提高 菌株 的 光 能 转 
化 效率 ， 可 用 于 太阳 能 的 储存 。 目 前 ，aR4 的 研究 远 不 够 深入 ， 特 别 是 其 光 循 环 
中 间 态 时 间 顺 序 尚 不 明确 。 本 研究 为 进一步 深入 研究 aR4 的 光 循 环 ， 以 及 结构 
与 功能 关系 提供 了 一 定 的 研究 基础 。 
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Abstract Archaerhodopsin 4 (aR4) is a newly discovered photosensitive retinal protein from 
the claret membrane of Halobacterium species xz515. It functions as a proton pump similar to 
bacteriorhodopsin (bR) but with an opposite temporal order of proton uptake and release at neutral 
pH. Aspartic acid 97 (D97) is one of the key residues as the proton donor during the photocycle in 
aR4. Its function on the photocycle, the proton pump function and the energy conversion is very 
important for a deep understanding of the relationships between aR4 structure and function, 
especially with proton release and uptake order. In this study, single mutation of D96N of bR and 
D97N of aR4 have been successfully constructed by combining site-directed mutagenesis with 
heterologous expression in Halobacterium species L33. The influences of mutations on the retinal 
binding pocket, transient kinetic change of the M state and O state, and the ATP conversion 
efficiency have been studied by UV-VIS and flashlight induced kinetic absorption change 
spectroscopy. The results show that D97N mutation in aR4 does not affect the UV absorption of 
the retinal chromophore, but results in a significant prolongation of the M state, a greatly 
weakened proton pump, and a decreased ATP formation efficiency. This indicates a different 
function of D97 in aR4 than the same type residue D96 in bR due to a more hydrophobic 
environment along the proton translocation channel from D97 to the retinal chromophore. 
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